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               論   文   の   要   旨 
 
環境ストレスは植物の成長に影響し、作物の生産性を極端に低下させる。その一つは極端な温
度変化である。生育期における環境ストレスの変化は作物の生存にも影響し、野生植物において
は植物の生息可能な地理的分布にも影響する重要な原因である。  
生息域外保全において、フィールドコレクションでは、環境変動の影響を直接受け高温や低温
で、遺伝資源が死滅する可能性もある。また、温度ストレスは、組織培養等での低温保全法の開
発に影響することでもある。液体窒素を用いた超低温保存(cryoconservation)も昨今では、植物
に適用可能になってきているが、技術的な改善や多様な植物種の生理特性を踏まえた手法確立の
必要がある。超低温保存は、植物遺伝資源の長期保存にとって重要なツールとなり、効率的な凍
結保存プロトコールが多くの植物種に対して開発されているが、多くの事例は遺伝子型非特異的
手法にいたっていず限られた系統での手法構築でしかない。また、超低温への低温化への過程の
温度変化の調整も研究が必要な要因である。 
バレイショ（Solanum tuberosum L.）は世界中で消費される主要作物であるが、現在の気候変
動によって影響を受けることが往々にある。メキシコでは、疫病抵抗性やウイルス病抵抗性を備
えた多数遺伝資源が存在し、これらが歴史的に、世界諸方でバレイショ抵抗性品種育種に貢献し
てきている。一方、これら系統の安定した保全は、グローバルな視点での品種改良の材料の確保
に必要であるが、圃場での維持は、上に挙げたように温度変化等による脆弱性のため、遺伝資源
を失うような事態になりかねない。 
遺伝資源の長期安定保全のために、培養でのバレイショ遺伝資源保全が世界各所で試みられて
きているが、培養だけでは、頻繁な継代培養が必要で、労力と資材管理に大きな負担がかかる。
液体窒素での超低温保存が、効率化としては考えられるが、バレイショでは、多様な遺伝子型に
適用できる超低温保存は、未だ世界的に共通体系ができていない。また、大量の茎頂芽について
多数保存する必要もあるが、茎頂導入処理は効率的ではない。そこで、筆者は、効率的かつ安価
な超低温保存プロトコールの開発を検討し、新規の技術体系の提案を試みた。 
超低温保存は、組織培養導入、茎頂の成長を抑制する低温での長期保存法を経て、超低温保存
法を適用することが多い。 超低温保存法には、DMSOドロップレット法、ドロップレット（ガラ
ス化）法、ビーズガラス化法、Vクライオプレート法などがあるが、超低温露出後の茎頂の再生
率の問題がある。総じて、著低温導入過程の煩雑性や作業者への技術的に高い要求度が課題とな
っている。使用する凍結保護剤は、再生に影響することも報告されており、超低温導入の手間や
コスト面での課題とも関連している。 
筆者は、遺伝的に多様なバレイショ品種群を体系的に組織培養に誘導し、培養促進後、低温順
化誘導法と多様な遺伝子型に対応できる超低温保存プロトコールを整備した。筆者は、超低温誘
導前の氷温前後での低温順化が効果あることを検討した。異なる凍結保護剤の使用も、plant v
itrification solution (PVS)の構成成分について効果と効率において顕著な有効性が認められ
た。これら検討事項は、液体窒素（LN）に暴露された後の再生及び増殖率を確実に向上させた  
筆者は、超低温導入されたジャガイモの遺伝子型における事前低温順化および脱水の方法の効
果についてさらなる理解を得るために、いくつかの浸透圧保護剤濃度、その暴露時間、低温順化
培地培養等について条件を検討し、さらなる改善を検討した。異なる低温順化温度で再増殖率の
差が認められた。超低温処理に暴露されたバレイショ品種の場合、凍結保存手順として低温順化
（5℃）が最適であることがわかった。 
筆者は今後の展望として、２つの提案をした。バレイショの異なる遺伝子型でのD Cryo-plat
e法は、超低温露出後の再生率が十分であり適用できることがわかったが、遺伝子発現において
恒常的に発現する遺伝子群の発現について、超低温露出前後で、顕著な差異がないか検討するこ
との必要性を指摘した。また、低温順化及び超低温誘導過程で機能する遺伝子群を特定すること
で、超低温導入後の再生率の指標化の可能性もあることを提案した。 
 
 
 
審   査   の   要   旨 
 
上述論文研究の一連の流れは、遺伝的に多様なバレイショ遺伝資源について、新規の遺伝子型
の系統の茎頂を大量に超低温誘導できる手法としてD Cryo-plate法が筆者により独自改変され、
改善された。筆者の提唱手法は、先行研究の既知の手法と比べ簡易であり容易に多数の系統を導
入でき、かつ浸透圧保護剤の使用等を極力控えたためにコスト削減になった。日本の農研機構遺
伝資源センターやメキシコ国立遺伝資源銀行等において、幅広く世界中の異なるジーンバンクで
利用されつつある。さらに当該手法は、異なる作物種にも適用できることが報告されており、メ
キシコ国立遺伝資源銀行等で在来作物種の保全にも適用されつつあることが知られている。総じ
て、生命産業科学分野での応用研究として価値あり、また実際異なるジーンバンクでの手法の利
用が認められるので実用研究として資すると考えられる。 
 
平成 30年 1月 17日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審
査及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。
その結果、審査委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
 
